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IDL can stimulate atherogenic gene expression
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論文内容の要旨
【目　的ヨ
糖尿病やその予備軍とされるインスリン抵抗性症候群において、動脈硬化症の発症・進展にレム
ナントリボ蛋白が関与していると考えられている。しかし、そのメカニズムは明らかとはなってい
ない。一方、血管内皮細胞の機能異常は、白血球細胞の血管内皮への接着、内皮下への遁走、血管
平滑筋細胞の増殖に密接に関与しており、血管内皮細胞は動脈硬化症の発症0進展において重要な
役割を担っている。そこで、レムナントリボ蛋白である中間密度リボ蛋白（I王）L）による血管内皮
細胞機能障害の可能性を検討することは重要である。本研究では、血管内皮細胞に発現する動脈硬
化促進蛋白であり、単球の血管内皮細胞への遁走、接着に関係するmonocyte chemoattractant
protein－1（MCP－1）、intercellularadhesionmoleculeTl（ICAM－1）及び、平滑筋細胞増殖に関係する
platelet－derivedgrowthfactorB－Chain（PDGF・B）の遺伝子発現が、内皮細胞をI工）L処理することに
より如何なる影響を受けるかを、糖尿病、非糖尿病者から採取した王D王．を用いて検討した。
【方　法】
1．リボ蛋白の採取；糖尿病患者14名、非糖尿病者7名の血菜より超遠心分画法を用いてID工。（比
重1．006－1．019）、低密度リボ蛋白（LDL）（比重1．019－1．063）分画を得た。さらに糖尿病患者3名、
非糖尿病患者4名については、IDLを小粒子高密度LDL（比重1．040－1．063）と大粒子低密度LDL
（比重1月19－1．040）の亜分画に分離した。
2。血管内皮細胞の培養；ヒト臍帯静脈内皮細胞をコラーゲナーゼ法にて単離し、10％ウシ胎児血
清、90〟g／舶ヘパリン、更にウシ脳より部分精製した内皮細胞成長因子を含有したMinimal
EssentialMedium（MEM）で培養した。
3．ノーザンプロット法；4％ウシ胎児血清含有MEMに各リポタンパクを加えた培養液で内皮細
胞を培養した後、AGPC法にて内皮細胞の総RNAを抽出し、MCP－1、PDGF－B、ICAM－1の各
mRNA量をノーザンプロット解析により定量した。すべての定量債はglyceraldehyde3－Phosphate
dehydrogenaseのmRNA量で補正した。mRNA発現畳はリボ蛋白無添加の細胞と比較した。
4．Enzyme－1inkedimmunOSOrbentassay（ELISA）法によるMCP－1蛋白の定量；培養内皮細胞から
培地中に分泌されたMCP－1蛋白量を抗ヒトMCP－1抗体を用いたELISA法にて定量した。
E結　果】
1．糖尿病患者と非糖尿病者との間で、血清絵コレステロール悼、血清中性脂肪（TG）値、血清
高密度リボ蛋白（HDL）値に有意な差を認めなかった。また超遠心分画法にて採取したIDLなら
びにLDL中の蛋白、コレステロール、TG畳も両群間で差がなかった。
2．内皮細胞のMCP－1mRNA量は、15〃gPrOtein／mDのIDL処理により46％（p＜0．0001vs基礎債）
増加し、同量のLI）L処理においてはその増加は見られなかった。IDLによるMCP－1mRNA畳の増
－86－
加は、0－50FLgprotein／hDの間で用量依存的であったが、LDLは0～300〟gprotein／mDの間で有意な
増加作用を示さなかった。糖尿病患者のIDl一によるmRNAの増加量は、基礎値の54±8％で、非
糖尿病群の28±7％（m。an±SE）に比し有意に高値であった。（p＜0．05）
3．糖尿病群のIDLによる内皮細胞のMCP－1mRNA増加量は、血糖コントロールの指標である血
菜HbAIc値と正相関したが（r＝0．86，P＜0．0001）、血清・TG債および血清総コレステロール値とは
相関しなかった。
4．小粒子高密度LDLは、動脈硬化発症に関連するが、本研究では内皮細胞のMCP－1mRNA量
を増加させなかった。
5．内皮細胞のPDGF－B、ICAM－1mRNA畳は、MCP－1mRNA量と同様にIDLにより用量依存的
に増加した。
6．糖尿病群のmLにより、内皮細胞からのMCP－1蛋白分泌量は基礎債の134％（p＜0．01）に増
加したが、LDL分画にはその作用がなかった。
【考　察】
糖尿病やインスリン抵抗性症候群の脂質代謝の特徴は、高TG血症、低HDI．血症である。その
ような病態で動脈硬化症進展に直接関わっていると考えられるアポB含有リボ蛋白としては、王Dl．
（レムナントリボ蛋白）、小粒子高密度LD工Jが候補として挙げられてきた。今回の研究によりID工J
は血管内皮細胞に作用し動脈硬化促進性サイトカインや接着因子の遺伝子発現を促進することが明
らかとなった。一方、小粒子高密度LDLにはこのような活性が認められなかった。工D工．かどの様
な機構で内皮細胞の遺伝子発現を変化させるかについては、本研究では解明できなかったが、血糖
コントロールの悪化に伴ってⅡLの活性が増加することより、mh粒子が糖化、過酸化、リゾフオ
スファチジルコリン含量の増加等の質的変化をおこしている可能性が示唆された。また、血清TG
値は、血菜中の刀DL畳を正相関を示したことにより、工DL量の増加を介して血管内皮細胞機能を
修飾する可能性が示唆された。すなわち糖尿病患者における高血糖は、IDLを質的に変化させ、高
TG血症はIDLを量的に増加させることで、血管内皮細胞での動脈硬化促進性遺伝子の発現を増加
させ、大血管障害の進展に関与することが示された。
【結　論】
IDL分画は血管内皮細胞に作用して動脈硬化促進性サイトカイン、接着因子mRNAを増加した。
糖尿病患者のI工）Lは質的、量的異常を介して動脈硬化症の発症・進展に関与している可能性を明
らかにした。
論文審査の結果の要旨
糖尿病の動脈硬化発症e進展に中間密度リボ蛋白（工DL）が関与していると考えられているが、
そのメカニズムは明らかではない。本論文は、培養ヒト臍帯静脈血管内皮細胞に発現する動脈硬化
促進性因子の遺伝子発現が、IDL処理により如何なる影響を受けるかを検討し、次の3点を確認し
ている。
1．IDL処理によりMCP－1等の動脈硬化促進因子のmRNA畳が増加した。
2。糖尿病患者由来のIDIJによりMCP－1mRNA量は非糖尿病者のIDIJより顕著に増加し、同時に
MCP－1蛋白の培養液中への遊離が促進された。
3．糖尿病患者のIDLによるMCP－1mRNA増加作用はHbAIc債と正相関し、高中性脂肪（TG）
血症はIDL量の増加をきたすことにより上記作用を増強した。
以上の結果より、高血糖、高TG血症はID工．の質的、畳的な変化を介して内皮細胞での動脈硬
化促進性因子の遺伝子発現を促進した。
本論文は、糖尿病の動脈硬化進展における高王Dl．血症の役割を明らかにしたことにより、博士
（医学）の学位論文として価値あるものと認めLる。
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